在选择异基因造血干细胞移植（HSCT）潜在供者时，同胞之间HLA全相合率为25%，在中华骨髓库中找到HLA全相合造血干细胞的概率为1/10万\~1/5万[@b1]，因此越来越多的移植中心选择父母、同胞、子女、甚至旁系（如表、堂兄妹）供者进行单倍型移植。美国组织相容性和免疫遗传学委员会（ASHI委员会）要求HLA基因分型报告须进行家系单倍型分析并备注说明[@b2]。由于HLA各位点的等位基因存在不同的多态性频率及显著的连锁不平衡现象[@b3]，故在家系完整的情况下，患者和供者存在相同的1条单倍型，才是遗传学上定义的单倍型相合。但目前国内很多移植中心在家系不完整的情况下，即认为HLA-5/10基因型相同就是单倍体相合，选择了HLA-5/10相合的亲缘供者进行单倍型移植[@b4]。本研究我们通过编制3 568个家系的单倍型频率表，旨在提示临床移植中心，在家系不完整、无法明确患者和潜在供者是否存在1条单倍型相合时，如何运用完整家系单倍型频率表对于不完整家系进行单倍型分析，从而为临床选择到更可能为真正1条单倍型相合的潜在亲缘供者进行移植提供帮助，也为今后在研究亲缘、无关供者全相合移植与单倍型移植预后的差异性中，考虑HLA-5/10真正的单倍型相合与基因型相同是否对移植预后有影响，是否可以使用单倍型分析选择最佳供者及检索非血缘供者提供实验依据。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：回顾性分析2012年1月至2017年12月在苏州大学附属第一医院准备进行亲缘HLA单倍型移植的3 568个家系。全部3 568个家系可分为3种情况：组1：完整家系，将一个家系中父亲两条单倍型命名为a、b，母亲两条单倍型命名为c、d，a、b、c、d 4条单倍型均出现且明确，既可以是父亲+母亲明确的a、b、c、d，也可是几个同胞明确的a、b、c、d；组2：家系中仅有患者与一个亲代（父亲或母亲）或子代供者，仅能明确供患者相合的1条单倍型；组3：不完整家系，仅有患者与一个HLA≥5/10基因型相同的同胞，不能明确单倍型，仅将基因型相同的1条HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1考虑为"单倍型相合"。

2．实验方法及过程：遵循实验室SOP文件，使用TANBead基因组DNA抽提试剂盒，对3 568个家系的10 704份外周血样本抽提DNA，同时采用基因测序（PCR-SBT）和寡核苷酸探针杂交（PCR-SSOP）方法进行HLA基因分型检测。SBT方法：使用美国Abbott公司的SBT测序试剂或美国Onelambda公司的Secore-SBT测序试剂对HLA-A、-B、-C位点2、3、4号外显子，HLA-DRB1位点2号外显子，HLA-DQB1位点2、3号外显子进行扩增，并在ABI 3730/3730XL基因测序仪上进行测序，通过Assign软件进行数据分析。SSOP方法：使用美国Onelambda公司的HD-SSOP/SSOP试剂对HLA-A、-B、-C、-DQB1位点2、3号外显子，HLA-DRB1位点2号外显子进行扩增，Luminex200液相芯片仪上读取数据，检测结果通过Fusion软件进行数据处理与分析。在必要情况下采用单个等位基因扩增引物（Group Specific Primer）、增加其他外显子的检测等来进一步区分等位基因组合。

3．统计学处理：采用Arlequin 5.3软件[@b5]统计各组HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型频率。采用SPSS 22.0软件进行统计学分析，单倍型频率的组间比较采用连续校正的卡方检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、建立HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型频率表

在完整家系（组1）中得到2 470种HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型，频率为4.83%→0.02%；其中频率≥1%的7种单倍型依次为：A\*30∶01-B\* 13∶02-C\*06∶02-DRB1\*07∶01-DQB1\*02∶02（5.06%）、A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*09∶01-DQB1\*03∶03（3.32%）、A\*33∶03-B\*58∶01-C\*03∶02-DRB1\*03∶01-DQB1\*02∶01（2.94%）、A\*33∶03-B\*58∶01-C\*03∶02-DRB1\*13∶02-DQB1\*06∶09（1.37%）、A\*11∶01-B\*15∶02-C\*08∶01∶01G-DRB1\*12∶02-DQB1\*03∶01（1.06%）、A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*08∶03-DQB1\*06∶01（1.01%）、A\*33∶03-B\*44∶03-C\*14∶03-DRB1\*13∶02-DQB1\*06∶04（1.01%）。患者与一个亲代或子代的家系（组2）中得到782种单倍型，频率为6.03%→0.08%；不完整家系（组3）中得到528种"单倍型"，频率为6.46%→0.12%。将组1和组2的单倍型合并统计，得到2 831种HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型，频率为5.06%→0.01%，其中频率≥0.1%的单倍型有140种。单倍型频率表详见<https://pan.baidu.com/s/1atlPDX40H1_eKk0LMwQxZA>。

二、在完整和不完整家系中研究HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型的频率差异性

1．总频率≥0.1%的常见单倍型频率差异比较：在单倍型频率表总排序为第28名第2行（28-2）的单倍型A\*11∶01-B\*40∶01-C\*03∶04-DRB1\*11∶01-DQB1\*03∶01，总排序为31-15的单倍型A\*02∶07-B\*51∶01-C\*14∶02-DRB1\*09∶01-DQB1\*03∶03的频率在组1和组2间差异有统计学意义（*P*值分别为0.029、0.033）；总排序为14的单倍型A\*11∶01-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*09∶01-DQB1\*03∶03的频率在组1和组3间差异有统计学意义（*P*=0.035）；总排序为34-4的单倍型A\*02∶01-B\*40∶01-C\*07∶02-DRB1\*09∶01-DQB1\*03∶03的频率在组1和组2、组1和组3间差异均有统计学意义（*P*值分别为0.034、0.034）。总排序为15-2的单倍型A\*24∶02-B\*13∶01-C\*03∶04-DRB1\*12∶02-DQB1\*03∶01的频率在组2和组3间差异有统计学意义（*P*=0.046）。另有一些单倍型在组2和组3中并未见，包括7种单倍型在组2中未见，34种在组3中未见，11种在组2、组3中均未见。提示在家系不完整的情况下应尽量动员家庭成员进行HLA基因分型检测以便进行单倍型分析。

2．总频率\<0.1%的单倍型频率差异比较：A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*03∶01-DQB1\*02∶01、A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*07∶01-DQB1\*02∶02的频率在组1和组2间差异有统计学意义（*P*值分别为0.003、0.025）。A\*11∶01-B\*27∶04-C\*12∶02-DRB1\*12∶02-DQB1\*03∶01、A\*11∶01-B\*40∶01-C\*07∶02-DRB1\*08∶09-DQB1\*04∶02的频率在组1和组3间差异有统计学意义（*P*值分别为0.013、0.013）。将组1和组2合并后，发现A\*24∶02-B\*40∶06-C\*08∶01∶01G-DRB1\*15∶01-DQB1\*06∶02单倍型频率与组3相比差异有统计学意义（*P*=0.014）。[表1](#t01){ref-type="table"}为总频率\<0.1%且在完整和不完整家系中差异有统计学意义的HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型汇总，这些总频率\<0.1%的单倍型，在组2或组3中的频率较高（0.12%\~0.36%）。故在家系不完整情况下，供受者HLA≥5/10相合，但他们的单倍型有可能不合。

###### 总频率\<0.1且在完整和不完整家系中差异有统计学意义的HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1单倍型汇总

  单倍型                                                    组1+组2（*n*＝6 998）   组1（*n*＝5 688）   组2（*n*＝1 310）   组3（*n*＝836）                        
  -------------------------------------------------------- ----------------------- ------------------- ------------------- ----------------- ---------- ---------- ----------
  A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*03∶01-DQB1\*02∶01            0.07%                  36                 0.02%               37          0.15%^a^      14        None
  A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02∶01G-DRB1\*07∶01-DQB1\*02∶02            0.06%                  37                 0.02%               37          0.15%^a^      15       0.12%
  A\*11∶01-B\*27∶04-C\*12∶02-DRB1\*12∶02-DQB1\*03∶01                0.03%                  39                 0.04%               36            None     0.36%^a^  
  A\*11∶01-B\*40∶01-C\*07∶02-DRB1\*08∶09-DQB1\*04∶02                0.06%                  37                 0.04%               36           0.15%        16      0.36%^a^
  A\*24∶02-B\*40∶06-C\*08∶01∶01G-DRB1\*15∶01-DQB1\*06∶02            0.04%                  38                 0.05%               35            None     0.36%^b^  

注：组1：完整家系，将一个家系中父亲两条单倍型命名为a、b，母亲两条单倍型命名为c、d，a、b、c、d 4条单倍型均出现且明确；组2：家系中仅有患者与一个亲代（父亲或母亲）或子代供者，仅能明确供患者相合的1条单倍型；组3：不完整家系，仅有患者与一个HLA≥5/10基因型相同的同胞，不能明确单倍型，仅将基因型相同的1条HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1考虑为1条"单倍型"；None：单倍型未见。与组1比较，^a^*P*\<0.05；与组1+组2比较，^b^*P*\<0.05

三、在完整、不完整家系中研究HLA基因型、单倍型之间的关系及临床意义

有47个家系中患者与亲代或子代HLA-10/10基因型相同，但这些供患者之间从遗传学上仅是1条单倍型相合，在家系完整的情况下能明确家系单倍型的有25个家系。典型病例：某患者与母亲HLA-10/10基因型相同，但单倍型分析显示，因患者父、母亲具有相同的1条单倍型A\*02∶07-B\*46∶01-C\*01∶02-DRB1\*09∶01-DQB1\*03∶03，且频率高，父亲把这条高频率的单倍型遗传给患者，造成患者与母亲HLA-10/10基因型相同，但仍然应为异基因单倍型HSCT（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### HLA-10/10基因型相同供患者的家系单倍型分析

   家系成员   单倍型   HLA分型结果                             
  ---------- -------- ------------- ------- ------- ---------- ----------
     患者       a         02∶07      46∶01   01∶02   09∶01∶02   03∶03∶02
                c         02∶01      46∶01   01∶02   08∶03∶02   06∶01∶01
     母亲       c         02∶01      46∶01   01∶02   08∶03∶02   06∶01∶01
                d         02∶07      46∶01   01∶02   09∶01∶02   03∶03∶02
     父亲       a         02∶07      46∶01   01∶02   09∶01∶02   03∶03∶02
                b       30∶01∶01     13∶02   06∶02   07∶01∶01    02∶02

有14个家系HLA-5/10、甚至是HLA-7/10基因型相同的同胞供者，在完整家系单倍型的情况下，分析证实患者与潜在供者并不是1条单倍型相合，而是单倍型不相合。典型病例：患者与同胞哥哥HLA-5/10基因型相同，但经完整家系单倍型分析后证实患者与同胞哥哥单倍型不相合，提示其同胞哥哥不宜作为单倍型供者（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### HLA-5/10基因型相合同胞兄弟的家系单倍型分析

  家系成员   单倍型   HLA分型结果                                                
  ---------- -------- ------------- -------------- -------------- -------------- -----------------
  患者       a        11∶01∶01      59∶01          01∶02          12∶01∶01       03∶01∶01
             c        33∶03∶01      [58∶01]{.ul}   [03∶02]{.ul}   [03∶01]{.ul}   [02∶01∶01]{.ul}
  哥哥       b        02∶01         [58∶01]{.ul}   [03∶02]{.ul}   [03∶01]{.ul}   [02∶01∶01]{.ul}
             d        11∶01∶01      15∶17          07∶01          13∶02∶01       06∶04∶01
  父亲       a        11∶01∶01      59∶01          01∶02          12∶01∶01       03∶01∶01
             b        02∶01         58∶01          03∶02          03∶01          02∶01∶01
  母亲       c        33∶03∶01      58∶01          03∶02          03∶01          02∶01∶01
             d        11∶01∶01      15∶17          07∶01          13∶02∶01       06∶04∶01

注：下划线示单倍型不同的等位基因

讨论 {#s3}
====

本研究中，1 422个完整家系中有14例患者与同胞是HLA-5/10基因型相同但是HLA单倍型不相合，对这些家系进行HLA基因型和单倍型分析后发现往往存在以下原因：①父亲、母亲中有相同的1条HLA连锁单倍体，且一方或双方为纯合子为多数；②患者与父亲或母亲HLA基因型≥5/10相同，且HLA连锁单倍体频率低。故当家系不完整时，患者与同胞出现基因型相同，有1/2的概率为单倍型相合，1/2的概率仅仅是基因型相同。本研究中频率总排序前20的单倍型，有17种在中华骨髓库无关供者单倍型理论频率表[@b6]中排序前20，并且前7种单倍型完全相同（顺序有差异）。但本研究中总频率≥0.1%的常见HLA等位基因的单倍型在完整家系与不完整家系单倍型频率两者间差异有统计学意义；另有总频率\<0.1%，且经查阅相关文献[@b7]--[@b12]暂未有提及的单倍型，在不完整家系中频率却较高。因此，只有在家系完整的情况下才能明确供受者是否HLA单倍型相合，而在家系不完整情况下，若当患者和潜在供者出现"看似相合的单倍型"时，如为本研究中差异有统计学意义的这些单倍型、或无法进行单倍型分析时，可参考本研究单倍型频率表的数据，并进行家庭中其他成员HLA分型检测，才能确保受者真正接受了1条HLA单倍型相合的移植。

2014年于嗣俭等[@b13]研究发现亲缘HLA不相合供者与无关HLA全相合供者HSCT对血液肿瘤患者具有同等的疗效和安全性。2015年国内多中心前瞻性研究发现，对于第一次缓解期的中高危急性髓系白血病，亲缘单倍型移植与同胞全相合移植疗效相近[@b14]。随后2016年卢岳等[@b15]发现单倍型移植治疗重型再生障碍性贫血总生存率较高，疗效与无关全相合移植相近，但另有一些研究表明单倍型移植与亲缘同胞全相合移植的预后和无关全相合移植的预后存在差异[@b16]--[@b17]。本研究提示：在亲缘单倍型移植或者是同胞全相合移植时，若家系不完整，只能提示供患者HLA-5/10或HLA-10/10基因型相同，而不能明确供患者HLA-5/10或HLA单倍型全相合，故在单倍型移植预后因素分析时，把HLA-5/10基因型与≥HLA-5/10相同进行分组并不科学。本研究结合课题组前期研究[@b18]均表明在单倍型移植预后因素分析中应该在≥HLA-5/10基因型相同的基础上增加单倍型分析，进而在研究亲缘、无关供者全相合移植与单倍型移植预后时考虑HLA-5/10真正的单倍型相合与基因型相同对移植预后是否造成影响，也有可能是导致预后存在差异的原因。本中心后续的系列研究重点将在HLA≥5/10基因型和单倍型均相合、基因型和单倍型不相合、基因型和单倍型均相合的基础上进一步分析HLA≥5-6/10、HLA≥7-8/10、HLA≥9-10/10各位点错配对移植预后的影响。

国内外很多移植中心在选择真正单倍型供者时，还进行非遗传性父本抗原单倍型（none inherited patemalantigen haplotype，NIPA haplotype）或非遗传性母本抗原错配单倍型（none inherited maternal antigen haplotype，NIMA haplotype）分析，即在单倍型移植中，错配的单倍型可源于父亲或母亲。Huo等[@b19]报道了NIMA单倍型错配的同胞供者aGVHD发生率更低。因此，在本中心发放HLA基因分型报告单时进行家系单倍型分析，同时还可结合父亲和母亲HLA基因分型，明确患者与供者错配的单倍型是父源或母源，更有利于单倍体相合同胞供者的选择，但NIMA和NIPA的分析是要基于父母HLA基因型明确的完整家系中进行分析。

除了在不完整家系中可以使用完整家系单倍型频率表进行单倍型分析，从而选择到高频率且真正1条单倍体相合的亲缘供者外，完整家系单倍型频率表还可运用到无关供者的检索中。当临床医师在单倍型亲缘供者或在中华骨髓库无关供者两者进行选择时，首先可将患者的HLA基因型在家系完整单倍型频率表中检索，若患者HLA存在的单倍型频率越高，则找到基因型全相合无关供者的机会更大；若单倍型频率低甚至未出现，则患者找到无关全相合供者的可能较低。由于HLA等位基因存在高度连锁不平衡性，故采用单倍型检索可以缩短等待移植的时间，对于单倍型频率低的患者可以选择亲缘单倍型移植。另外当临床医师在中华骨髓库检索无关供者时，若供者的入库分型只有中低分辨结果，或只有HLA-A、-B、-DRB1位点的分型结果，患者的连锁单倍型频率越高，则患者更有机会找到高分辨基因分型全相合的无关供者。
